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SUMMARY 


The influence of phosphates concentration upon the peroxidases in meristems -of 
Allium cepa.- The activity of the peroxidase isoenzymes in apical meristems of Allium 
cepa root in relation to different phosphate concentrations is studied in specific media 
of culture. The electrophoretic studies show that the zymogram pattern in variously 
treated material presents some changes, as qualitative and quantitative variations. 


INTRODUCCION 


Este trabajo forma parte de una serie destinada a valorar la influencia 
de las diferentes concentraciones de fosfatos en el metabolismo celular, tema 
éste tratado por autores como: Arnon (1953), Benett y Rees (1969), Beaton 
y colab. (1964), Hylton (1965), Pierce (1937). 

Siguiendo a Pierce, a Benett y Rees, se estudiaron los cambios produ 
cidos en el volumen de los cromosomas por acción de diferentes concentra 
ciones de fosfatos (Lozzia, 1971). Estos autores atribuyen la variación a un 
aumento en las proteínas nucleares, sin cambios en el DNA, lo que constituye 
un proceso estrechamente relacionado con el metabolismo celular. Las expe 
riencias realizadas en nuestro laboratorio. no coincidieron con los resultados 
obtenidos por los mismos. 

Son múltiples los trabajos en que se valora la actividad metabólica en 
condiciones diferenciales, utilizando como marcador la separación electroforé 
tica de las isoenzimas peroxidasas (Brewbaker y colab., 1968; Ferri y Guzmán, 
1970; Gutfreund, 1968; Shannon, 1968). 

En los ensayos efectuados, aplicando la técnica mencionada anteriormen 
te, se constató la diferente actividad enzimática, en las distintas concentracio 
nes de fosfatos. A fin de observar la real influencia de las diferentes concen 
traciones de este metabolito, se llevaron a cabo los ensayos que se dan a co 
nocer a continuación. 
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MATERIALES Y METODOS 


Se trabajó con meristemas apicales provenientes de bulbos de Allium ce 
pa, cuyas raíces se desarrollaron en las siguientes soluciones nutritivas: no fos 
fatada, hipofosfatada 0,15 mM (mili molar), normal fosfatada 0,6 mM e hiper 
fosfatada 1,4 mM. 

Las soluciones utilizadas fueron similares a las de Benett y Rees: 


a) Soluciones no fosfatadas: 


XK N03 178 

Ka 458 Sol.A 

Mg S04 - 7 H20 10,0 g 

¡Agua destilada 500 ml 

Ca (N03) 2 12,0g 

Agua destilada 500 mi Sol.B 

b) Soluciones hipofosfatadas: 

K N03 17g 

KH2 P04 2,0g Sol.A 
Mg 504 - 7 H20 10,0g 

Agua destilada 500 ml 

Ca (N03) 2 1208 Sol.B 

Agua destilada 500 ml 

c) Soluciones normalmente fosfatadas: 

K N03 178 

KH2 P04 70g Sol. A 
Mg S04 - 7 H20 10,0g 

Agua destilada 500 ml 

Ca (N03) 2 12,0 g Sol.B 

Agua destilada 500 ml 

d) Soluciones hiperfosfatadas: 

K N03 17g 

KH2 P04 728 Sol.A 
Mg S04 - 7 H20 10,08 

Agua destilada 334 ml 

Na2H P04-12H20 17,58 Sol.B 


Agua destilada 334 ml 
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Ca H4(P04)2H20 7,0g 
Ca (N03) 2 12.08 Sol.C 
Agua destilada 334 ml 


El pH de las soluciones osciló entre 5,8 y 6,6, no observándose, ni al 
comienzo ni al final de la experiencia, grandes variaciones con respecto a la 
media. 

Para realizar los extractos se cortaron los meristemas apicales de raíz 
a los 12 días de iniciado el ensayo. Se pesó y maceró con buffer fosfato 0,1 
M pH 7 en una relación peso - volumen 1:2, se centrifugó durante 25 minutos 
a 5.000 r.p.m. y el sobrenadante se utilizó posteriormente para la corrida elec 
troforética. Todas estas operaciones se hicieron en frío. 

La electroforesis vertical se realizó en gel de almidón de acuerdo con 
la técnica de Smithies (1955,Bodman 1963), usando buffer borato 0,3M ph 
8,6, con un voltaje de 0,14 mA durante 5 horas. 

El gel fue revelado con agua oxigenada al 0,30% bencidina 0,01 M en 
50% de solución hidroalcohólica y buffer acetato 0,1 M pH 4,5, en una pro 
porción de 1: 2: 2. Una vez lavado, el gel fue fijado en una mezcla de: metano 
(30cc), ácido acético glacial (15cc) y agua destilada (55cc). 


RESULTADOS Y DISCUSION 


El zimograma correspondiente a los meristemas desarrollados en solucio 
nes normalmente fosfatadas (testigo) presenta cuatro bandas catódicas y una 
anódica (fig.,c)”que se mantiene constante en todos los zimogramas. Los de 
sarrollados en soluciones hipofosfatadas (fig.,b) dan zimogramas con una ban 
da catódica menos, pero la c4 es de similar intensidad a la correspondiente 
para soluciones normalmente fosfatadas. 

Las peroxidasas de meristemas desarrollados en soluciones a las cuales 
no se les había agregado fosfatos (fig.,a) mostraban también una t-da me 
nos que en las normalmente fosfatadas, pero la intensidad de la banda c4 era 
evidentemente menor. 

En cuanto a las peroxidasas provenientes de soluciones hiperfosfatadas 
(fig.,d) presentan, básicamente, igual perfil que las normalmente fosfatadas; pe 
ro las bandas c2,c3 y c4 se encuentran retrasadas con respecto a las normalmen 
te fosfatadas y la c3 se encuentra ligeramente desdoblada. 

Los resultados obtenidos nos muestran que el mayor número de bandas 
y por lo tanto el mayor número de isoenzimas con actividad de peroxidasas 
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se forma con las soluciones normalmente fosfatadas e hiperfosfatadas, obser 
vándose que con las hipofosfatadas y no fosfatadas hay disminución de por 
lo menos una banda, siendo su intensidad menor a la que se observa en las 
soluciones no fosfatadas. 


- Hipo Normal Hiper 


a b c d 


Figs. a-d: Esquema de las variaciones electroforéticas de las peroxidasas en me 
ristemas apicales de raíz de Allium cepa, según distintas concentraciones de 
fosfatos (Ver explicación en el texto). 


Es evidente que en las condiciones definidas como hipofosfatada y no 
fosfatada ha desaparecido una banda, lo que interpretamos como inhibición 
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de la.síntesis de una isoenzima peroxidasa. Se observa, además, una reducción 
en la cantidad absoluta de peroxidasas, como se desprende de la menor inten 
sidad de coloración de las bandas correspondientes a las soluciones no fosfa 
tadas e hipofosfatadas con respecto a las normalmente fosfatadas. 

No hemos entrado a considerar el mecanismo metabólico por medio del 
cual sé produce la inhibición de la síntesis de esta isoenzima. 

En cuanto a la menor intensidad relativa de las bandas, podemos atri 
buirla a la menor disponibilidad del metabolito para la síntesis de coenzimas 
utilizables en el metabolismo intermedio. 
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